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Trypsin (Thermo Fisher Scientific, 90058) を
測定するタンパク質とし，前処理の試薬には
Dithiothreitol (DTT)  (Thermo Fisher Scientific, 
20291) および Iodoacetamide (IAA) (Thermo 
Fisher Scientific, A39271) を使用した。 
 
２．２ 還元・アルキル化処理 
Trypsin（1 µg/µL，50 mM 酢酸に溶解済
み）6 µl を 95℃で 10 分間インキュベートし
た（失活処理）。次に，50 mM Tris-HCl 緩衝
液を 54 µl 加えて混合した。希釈した Trypsin
溶液を 3 等分し，うち 2 試料に 100 mM DTT
を 1 µl 加え 30 分間静置した（還元処理）。静
置後，DTT を加えた 2 試料のうち一方に 1 µl
の 550 mM IAA 加えて，暗所で 30 分静置し
た（アルキル化処理）。 
 
２．３ LC-MS 測定 
測定には UltiMate 3000 RSLCnano (Thermo 
Fisher Scientific) と Orbitrap Elite (Thermo 
Fisher Scientific) を繋いだ LC-MS システムを
使用した。トラップカラムは C18 PepMap100 
(Thermo Fisher Scientific) を，分析カラムには
15 cm の C18逆相カラム（日京テクノス）を用
いた。移動相 A には 0.1％ギ酸-蒸留水，移動
相 B には 80％アセトニトリル-0.1％ギ酸をそ
れぞれ用いた。グラジエントは 0-30 分で移動
相 B は 5％を維持し，30-45 分で移動相 B を
80％まで上げた。45-50 分で移動相 B を 95％
まで上げ，60 分まで 95％を維持した。60-61
分で移動相 B を 5％まで戻し，70 分まで維持
した。 
質量分析計の設定はポジティブモードで
MS1 の分解能を 24 万に，試料範囲は m/z 1000-
4000 に設定した。 
各試料は LC-MS へ打ち込む前に 3% アセ
トニトリル，0.1％トリフルオロ酢酸で 4 
ng/µl に希釈し，4 µl を LC-MS へ導入した
（約 16 ng 相当）。 
Mass Spectrum の可視化には Xcalibuer Qual 
Browser (Thermo Fisher Scientific) を用いた。
多価イオン同位体パターンのデコンボリュー

















左は m/z 1000-4000 の Mass Spectrum 
右は m/z 1575-1600 の Mass Spectrum 




Spectrum を確認すると 10～17 価の同位体パ
ターンが観察された（図１）。 











































本分析では約 24 kDa のタンパク質をその 
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